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　　Lysosomal　enzyme　activities　and　l．sozyme　patterns　of　acid　phosphatase　were　studied　in　parenchymal
cells（PC）and　non－parenchymal　cells（NPC）isolated　separately　from　normal　rat　livers．
　　The　NPC　suspensions　prepared　by　pronase　treatment　were　composed　of　het．erogeneous　cell　types．
About　50－60％of　NPC　were　Kupffer　cells　and　about　30％of　NPC　were　endothelial　cells．
　　The　activities　of　acid　phosphatase　using　adenosine　monophosphate（AMP），　cytidine　monophosphate
（CMP），　phenyl　phosphate（PhP）andβ一glycerophosphate（bGP）as　substrates　and　theβ一glucuronidase　activitア
were　compared　between　homogenates　of　PC　and　NPC．　When　AMP　or　CMP　was　used　as　a　substrate，
the　speci丘。　activity　of　acid　phQsphatase　per　protein　in　PC　was　found　to　be　higher　than　those　in　NPC．
On　the　other　hand，　the　activity　wi．th　PhP　and　theβ一glucuronidase　activity　were　highef　in　NPC　than　in
PC．　The　acid　phosphatase　activity　with　bGP　was　about　the　same　in　both　cell　homogenates．
　　The　isozyme　patterns　of　acid　phosphatase　were　examined　by　electrophoresis　on　the　cellulos．e　acetate
membrane．　Am．ollg　thre．e　m．ajor　isozyme　b．ands　of　acid　phosphatase　in　adult　rat　liver，　the　most　anodic
band　was　the　dominant　isozylne　of　NPC　and　the　other　two　bands　were　of　PC．
　　These　results　indicate　that　acid　phosphatase　in　rat　Iiver　is　qualitati＞ely　and　quantitatively　dif［erent
between　PC　and　other　cell　type．s．　　　　（Received　December　14，1977　and　accepted　January　18，1978）
1．　緒 言
　種々な化学物質，薬剤な．どの肝組織に対する作用の生化
学的検討にあたって，その成績を，肝重量の90傷を占め
かつ肝の特異．機能を担う肝実質細胞（PC）の示すものと受
け取って差し支えない場合が多い．しかし，ときにはPC
以外の肝構成細胞を考慮せざるを得ないことがある1酎3）．
すなわち肝組織は，重量比では10％に過ぎないが，細胞
数比では30～40％の非実質細胞（NPC）を含んでいるので
ある4）．またときには類洞内に含まれる血液細胞も考慮す
る必要のある場合もある5～7＞．
　NPCの主体．を成すのは類洞沿岸細胞であり，これは
Kup任er細胞，類洞内皮細胞，および伊東細胞より成る8・9）．
Kup晩r細胞と類洞内皮細胞については古くから．，これら
が別種の細胞か，ま．たは同一細胞の異なった機能相である
のかが議論されたが，Fahimilo），．　Fahim．i　6オαZ．11），　Wisse
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12陶14），教室のOgawa　6ψαZ．15，16）の研究により，別種の細
胞とする説が支配的となっている．いずれにしても，NPC
に高い活性のみられるりソソーム酵素などについては，そ
の消長をPC，　NPCのそれぞれについて検討する必要のあ
ることは当然である．
　最：近，PCとNPCとを分離し，両者の差異を検索する
研究が多くみられるようになった．すなわちリソソーム酵
素活性の差異17・18），ミトコンドリアにおける機能の差異19），
またhexokinase，　pyruvate　kinaseなどの解糖系酵素の
アイソザイムパターンの相違20）がみられている．教室の
KanekQααZ．21・22）は，肝組織と分離したPCにおけるリ
ソソーム酵素活性を比較し，両者の差異がPCとNPCに
おける活性の差異によって生じていること，また両者が異
なった酸性ホスファタービ（acid　phosphatase：ACP）の
アイソザイムをもつことなどを明らかにした．
　今日までの生化学的23・24），形態学的報告7）から著者らは
エンドトキシン投与後におけるリソソーム酵素活性の消長
には，経時的に酵素の由来する細胞種に差のある可能性を
推定した．本実験では，このリソソーム酵素の消長をPC，
NPCのそれぞれについて検討するため，両者の細胞のリ
ソソーム酵素活性を測定し，ACPのアイソザイムを調べ，
細胞酵素間に質的，量：的に差のあることを確認したので報
告する．
2．　実験材料および方法
　動物はWistar病婦ラット（体重150～200グラム）を使
用し，標準飼料（オリエンタル酵母社）と水を自由に与
えた．
　2・1肝組織ホモジネートおよび上清の作製＝ラットを
断頭馬上にて屠殺後，摘出した肝組織を氷冷した0．25M
慕糖液で洗った後にハサミで細片にし，秤量後Potter－
Elvehjem型ホモジナイザーを用い0，25　M蘇糖液で20傷
ホモジネートを作製した．このホモジネートを100，000g
で60分間超遠心し，上清を得た．
　2・2PC分離法およびそのホモジネートの作製二H・一
ward　8’α♂．25）の方法に従って分離した．ラットをエー・テ
ル麻酔下で開腹し，門脈より0．05％コラゲナ一段（type工，
Sigma）と0．10箔ピアルロニダーゼ（type　I，　Sigma）を含
んだCa－freeのHanks氏液で潅流した．肝を細片とし，
これら酵素を含むHanks氏液でさらに37℃で60分間
incubateした．ナイロンメッシュで濾過し，低速遠心に
よりPCを分離した．分離したPCは0．25　M藤糖液に浮
遊し，ホモジネートを作製した．
　2・3NPC分離法およびそのホモジネートの作製：肝
のNPC分離法は，　Mills　and　Zucker－Franklin26）の方
法に従った．消化液には，0．25％のPronase（科研化学工
業社製）を含むEisen氏緩衝液（pH　7．4）27）を用いた．ラッ
トをエーテル麻酔下で開腹し，門脈より消化液を潅流後，
肝を摘出し細片にした．消化液中に細片を入れ，37。Cで
マグネティックスターラーで強く撹弔した．’撹拝時間は
60分間とした．消化液をpH　7．4に維持するため0．5　N
NaOHを使用した．なお0．5　mg　DNase（Sigma）を再拝
開始後20分および40分で加えた．消化液を鋼性ガーゼで
濾過し，未消化の組織片を除去した・濾液は，1500rpm
5分間遠心し，沈渣をMEMユ99（pH　7．4，1％1－glutamin
加，10霧fetal　calf　serum加）に混和し，1500　rpm　5分
間の遠心を2度繰り返し洗浄した．この沈渣をbovine
serum　albumin：BSA（Sigma）による不連続密度勾配遠
心分離法にかけ，NPCを得た．
　2・4形態学的検索：分離した細胞をEisen氏緩衝液
に浮遊させ，それより塗抹標本を作製し，Giemsa染色を
おこなった．
　電顕用試料には分離細胞を組織化学反応液で反応させた
後，毛細管に吸入し，それを低速遠心し，沈渣を2．5傷グ
ルタールアルデヒド液で固定した後，2％オスミウム酸で
後固定し，型の如くEponに包埋した．超薄切片は，酢
酸ウラニール飽和水溶液とクエン酸鉛溶液で二重染色後
JEM　100　C電子顕微鏡で観察した．
　2・5貧食機能試験：1％のゲラチンを含む生理的食塩
水溶液37m♂にPerikan　Ink（C　11／！431）16　mZを混合し，
pH　74に調整した．この墨汁2滴を50　mZフラスコにと
り，40％ラット自己血清3mZ，　NPCの細胞浮遊液！1n♂を
加え，培養条件下で2時間放置した．この液を塗抹し，メ
タノール固定後，光顕的に血温状態を観察した．墨汁の代
わりにzymosanを21ng加え，貧食試験を行ない，さら
にペルオキシダーゼ組織化学反応液で反応させた後，電顕
的に観察した，
　2・6　Peroxidase酵素組織化学：Graham　and　Kar－
nQvsky28）の考按による3，3Lmethyldiaminobenzidine
を用いた染色法を用いた．
　2・7ACP活性：Gianetto　and　de　Duve29）の方法に
従い，終末濃度0．05M酢酸緩衝液（pH　5．0），0，1％T・iton
X－100に，基質として0．1Mのβ一glycerQphate（bGP），
cytidine　mon。phosphate（CMP）又は，　phenyl　phos－
phate（PhP）あるいは2．5×10－3　M　adenosine　monophos－
phate（AMP）の反応液に酵素溶液（定量材料）を加え，総
：量2．5mZとした．37。C　10分間撹下半し，50％トリクロール
酢酸で反応を止め，遠心上清中に遊離した無機燐をFiske
and　Subbarow30）の方法に従い定量した・
　2・8β一91ucuronidase活性：Fishman　8厩Z．31）の方
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法に従い，0．5M酢酸緩衝液（pH　4．0＞，8×10一3　Mのphe－
nolphtalein　glucuronic　acidを用い全量を1mZとした．
37。C　10分間incubateしアルカリ反応液4mZ，蒸留水
1mZを加えて充分に混和した後，1000　rpmにて5分間遠
心した．このアルカリ液可溶成分を室温で420nmのもと
で比色定量した．
　2・9蛋白量の定量：LQwry砿αZ．32）の方法に従い定
量した．なお対照にBSAを用いた．
　2・10　電気泳動法＝肝組織の凍結融解の操作を10回繰
り返した材料および上清をセルロースアセテート膜（Se－
praphore　III，　Gelman　2．5×17　cm）に添加し，ベロナー
ル緩衝液（pH　8．6，1＝0．07）の中で250　Vの定電圧，10。C
の恒温下で2時間泳動した後，α一naphthyl　phosphateと
Fast　blue　RRで染色し．た．この染色膜をdecahydrona－
phthaleinに液浸した後，　Densitometer（Ozumor　SD－92＞
で測定した22），
避
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3．実験結果
3・1PCおよびNPCの分離について
PC分離後直ちにトリパンブルー染色をおこなった結果，
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が観察され，かつ活発な貧食能が認められたため，貧食時
間は2時間が適当であると考えられた．なお二食試験に際
して血清を添加しない場合には食食能を示す細胞をほとん
ど認めず，血清を加えると60～70箔の細胞が負三二を示
した（Figs．4，5）．
　ペルオキシダービの組織化学的検索では，KupHer細胞
においては，核膜と小胞体が反応陽性である10削16）のに対
し，類洞内皮細胞においては反応陰性であるとされてお
り，このような知見に基づいて検索すると，50～60箔の
Kup恥r細胞が含まれていることが知られた．
　3・2PCおよびNPCにおけるリソソーム酵素活性の
　　　分布
　Table　1にPCおよびNPCにおける単位i蛋白量あたり
のりソソーム酵素活性の分布を示した．Table　1に明らか
なように，種々の酵素間には分布差を認めた．特に両者は，
基質特異性に一定の差異が認められ，分布するアイソザイ
Table　1　勘8‘哲。砂5050呪αZ　8π堵yη躍α6蜘漉8∫加
　　励oZ8蜘βブん07π096πα彦θ∫（WL＞，ραプθη吻7παZ
　　c〃5（PC）απ4ηoη「ραr8η‘勿ノπαZ　cθ♂♂5（NPC＞．
　　E畷y1π8α6蜘漉6∫σプ6θ⑫プ8∬84α5η7πoZθ3
　　ρ8r　10痂ηρθア’蜴9餌。∫6ゴη．　％♂麗∫αプθ疏8
　　7η8αη5±＆8．7π．ノbr　6読励rεη渉6⑳8プ伽8η診5
ENZYMEWL PC NPC
Fig．5　Light　micrograph　of　the　isolated
　　non－parenchymal　cells　as　shown　in
　　Fig．4in　the　serum　free　medium．
95％以上の細胞の生存を推i旧した．
　またNPCのそれは99傷以上の生存が推定され，分離
直後においては死細胞は皆無に近いと考えられた．Fig．1
・は分離したNPCのGiemsa染色所見である．小型の球形
ないし楕円形の細胞である程度の大小不同を認めるが，大
型のPCの混在をほとんど認めなかった．しかし，光顕的
：所見においても細胞形態に多様性がうかがわれ，Kupffer
：細胞以外の他種の細胞が，NPC中に含まれていることが
考えられた．すなわち分離したNPCの電子顕微鏡学的所
．見で，これらの細胞が形態学的に必ずしも同一の細胞でな
いことを知った（Figs．2a，2b，2c，2d）．　Kup鉦er細胞に
．相当すると考えられる細胞の特徴33）は，核はやや扁在し，
細胞膜は不整で突起を有し，また多数のmicrovilliが認
・められ，細胞質にphagosomeが多い．
　NPC中のKupffer細胞の構成比を知るために墨粒貧食
試験を試みた．この食食試験中の細胞をトリパンブルー染
色法で生存細胞の割合いを経時的に調べるとFig．3に示
すような結果が得られ，2時間までは90傷以上の生存細胞
　　βGPase
　　　CMPaseACP　　　PhPase
　　　AMPase
β一glucurodidase
245±24　　　261±　6　　　206±　6
259±11　　　305±27　　　　195±　6
501±53　　　377±20　　　1943±81
135±15　　　195±21　　　　42±　6
136±10　　　121±18　　　323±38
Table　2　々ソ5050祝α♂8η剛卿βα‘蜘観85απ4μo彦8勿
　　ooη彦6彫勿励oZ81卿プん。脚96πα‘θ5（WL），
　　ραプθη‘妙7ηαZ6θ♂Z5（PC）α加1πoηψαプθη6んツ’παZ
　　o8ZZ5（NPC）．　Eπ殿y2π8αo蜘鋭β5αr8吻＞7郡5θ4
　　α5πノ7z・♂θ∫μr　10フ廟ρ8プエ0666JZ5．　P2切伽
　　‘o初8厩f∫θ卿＞7θ∬84α5μ9ρθ7・1066θ♂な玩z1一
　　瑠5απ～漉8フπεαη5±5，θ．ηLプbr　6読挽ブ8η’θ∬一
　　ρ87一伽8雇∫
ENZYME PC NPC
　　　　βGPase
　　　　CMPaseACP
　　　　PhPase
　　　　AMPase
β一glucuronidase
Protein
509．5±11．7
595．4±59．7
735．9±39．0
380．6±41．0
236．2±35．1
192．5±21
29．9＝ヒ　0．9
28．3±　09
279ユ±11．8
　6．1±09
46．5±　5．5
145　±11
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ムに違いのあることが推測させられた．すなわちwhole
liver（WL），　PC，　NPCの活性を比較すると，　bGPを基質
とした時には，これら三者の活性値の間に有意な差を認め
なかった．CMP，　AMPを基質とした場合にはPCに活性
が高く，PhPを基質とした場合には，逆にNPCに活性が
高く，β一glucuronidase活性も同様の傾向を示した．
　Table　2はPCおよびNPCにおいて細胞数106個あた
りの蛋白量および酵素活性値を表わしたものである．
　3・3　セルロースアセテート膜上の電気泳動法による
　　　ACP圭sozyme　pattem
　成熟ラット肝においては，K：anekoε’α♂．22）の報告と同
様に原点を境として陽極側に1本ないし2本よりなるCバ
ンド，陰極側にA，Bの2本のバンドが存在した．分離し
たPCでは陰極のバンドのみを認めた．一方，陽極のCバ
ンドはNPC由来のものであることが知られた（Figs．6，7）．
1＋｝
冨
C
→8：醐噛廟鱒．
A
｛一｝
2
?
3
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4．考 按
　Kupf［er細胞の分離方法については，従来よりいくつか
の報告がある26，34四38）．特にMills　and　Zucker　Franklin26）
およびRoser34）の方法，すなわちPronaseでPC細胞膜
を消化し，さらに靴工となったPCの核を消化し，残った
NPCを比重分離する方法が広く利用されている．この方
法で分離されたNPCは，構造，機能の双方がよく保たれ
ており，種々の初島彦2’oの実験にも応用されつつある34）．
我々はこの分離方法が最も優れていると考えて，本実験に
利用した．
　Pr・naseによる消化時間と分離された細胞の生存率の
関係は，細胞生命の有無を証明する種々の方法について論
議されている．消化時間についてはBerg　and　Boman17＞
は45～60分間が適当であると考えている．すなわち，こ
れより長い90～120分間では明らかに細胞の壊死が生じる
ことは著者らも認めた．今回は消化時間を60分間とし，
分離したNPCをただちにトリパンブルー染色法により検
索した結果，99％以上の細胞の生存を認めえた．分離した
NPCを響板試験のためincubateし続けると，　トリパン
ブルー染色陽性の細胞数が徐々に増加した．分離後3時間
までは，その増加傾向は著明でなかったが，3時間以後に
顕著となった．従って著者らは，分離したNPCの耳食試
験のincubation時間は2時間が適当であると考えた・
　この分離されたNPC分画には，　KupHer細胞以外に類
洞内皮細胞をはじめ，類洞内に存在する種々の細胞の混在
があることは，従来より指摘されており，特に類洞内皮細
胞はかなりの割合で含まれているはずである・近年，この
分離した細胞構成について種々の方向からの検索がなされ
ている37・38）．検索方法としては，電子顕微鏡による形態学
的方法，組織化学的方法，貧僧機能テストなどがある．今
井39）は類洞内皮細胞について，電子顕微鏡による形態学
的検索をおこない，固定型，腫大型，浮遊型に分けている
が，これらの細胞間には本質的な差を認めないとしてい
る．だが，KupfEer細胞と容易に区別しえぬものも少なく
なく，形態学的観察だけでは細胞構成について論じえない
と考えられる．細胞内ペルオキシダーゼを用いた電顕的組
織化学的検索では，Kup任er細胞の小胞体系および核膜が
染まる10阿16）のに対し，類洞内皮細胞のそれは染色されな
いといわれる．従ってペルオキシダーゼによる組織化学的
検索および貧食機能テストによる細胞構成比の検索が，よ
り正確な結果を得ることに結びつくと考えられる．分離し
たNPC中のKup任er細胞数の占める割合は，　Roser34）に
よると85弩であるというのに対し，Emies　and　Planque37），
Munthe－K：aas　8’α♂．36）は30～50％であるとしている．し
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かしいずれの報告においても，Kupf［er細胞以外の大部分
の細胞は類洞内皮細胞で両者を合わせて約83～90弩，他に
リンパ球が約10％存在するといわれる36～38・40）．今回分離
したNPCは組織化学的検索で約50～60％の細胞が染まっ
た。なお加刀勿。における組織化学的検索では，類洞内皮
細胞数とKup任er細胞数の割合は，5＝316）あるいは5＝44）
とされている．このように勿η劾福。と貌麗ηoにおける
細胞構成比が逆転するのは，類洞内皮細胞に比べKup艶r
細胞のNPC分離における回収率が高いためであると考え
られる．
　貧血機能テストにおける我々の結果では，60～70傷が貧
食能を示した．蚕食させる物質には，必ずしも貧食の場に
血清が存在しなくとも負食をうけるものがある41＞・墨粒あ
るいはZymosanは，血清を必要とするといわれる．今回
の実験では血清を加えずに貧食試験をおこなったコントロ
ール群において，偽貧食像を認めなかった．従って60～
70％のNPCが痴話機能をもつ細胞であったと考えら
れる．
　以上の組織化学的検索，座食機能テストの結果より，
Kup旋r細胞数は，少なくとも分離したNPCの50～60％
である．このように我々の結果においてもKup鉦er細胞
以外に，類洞内皮細胞を主体とする油壷の細胞をかなり多
く認めた．従来，このPronase処理法により分離された
細胞を“Kup旋r　cell　isolates”26・34・35）と表現した報告が
あるが，他の報告者36・37）の結果も考慮に容れると，“NPC
isolates”とすべきであろう，
　PCあるいはNPCにおける種々のリソソーム酵素の単
位蛋白量あたり，あるいは一定細胞数あたりの活性値につ
いては，近年いくつかの報告17・18）があるが，検索された酵
素の種類は少ない．Berg　and　Bomanはβ一glucuroni．
dase，　acid　DNAaseの単位蛋白量当たりの活性値を測定
したところ，いずれもWしにおける活性値に比べてNPC
におけるそれが高いことを確認した．さらに遠心法，謡言
法，Pronaseによる酵素処理法などの異なる分離方法によ
り得たNPCリソソームの酵素活性を比較したところ，
Pronase法によるものが，活性保存において最も優れてい
ることを認めている．彼らは，aryl　sulfatase　Aについ
ても同様に，PCに比べNPCに強い活性を示すことを追
加している18）．他にNPCの単位量あたりのDNA量，
RNA量あるいは91ycosidase活性値に関する報告はみら
れるが42），リソソーム酵素に関しての報告はあまり多く
ない．
　先にふれたようにKaneko　8施Z．21）は，　WしとPCの
りソソーム酵素活性を測定し，その差からPCとNPCの
リソソーム酵素活性の間に差のあることを報告した．
　本実験では分離したNPCについて直接活性を測定し，
PCと比較検討した．この結果ACPに一定程度の基質特
異性がみられた．すなわち単位蛋白量あたりにおいて，
PCに活性を強く示すものとしてCMPase（PqNPC＝
1．6倍），AMPase（4．6倍）があり，逆にPhPase（NPC／PC
＝5．1倍），β一glucuronidase（3．3倍）1よ，　NPCに活性が高
かった．従ってこれらの酵素活性値を相対的に比較検討す
ることでPC，　NPCの細胞動態を把握することも可能で
あると考えられる．
　リソソーム酵素であるACPのアイソザイムパターンに
ついては，Kaneko　6’α乙22）がWL，　PCを用いて検討し，
その結果より推定した結論を直接NPCについて検索し，
確かめることができた．すなわち，かれらはWしのセル
ロースアセテート膜上の電気泳動法で陽極側に2本，陰極
側に2本の活性を認め，陰極端より各活性帯をA，B，陽極
側の2本をCとする時，分離したPCではA，　Bのバンド
のみを認めること，かつCはNPCに由来することを推定
したが，今回の検索で，事実NPCはCのみを示すことを
確かめた・
　以上のようにPC，　NPCにみられるりソソーム酵素活性
値の差異，およびACPのアイソザイムパターンの差より，
その変化を解析することは，肝組織の変化，特に肝の細胞
動態を生化学的に分析しうると考えられる・
5．結 語
　本実験ではラット肝に関し，以下のことが知られた．
　（1）Pronase処理法により分離されたNPCには約50
ないし60傷のKup狂er細胞が含まれている．
　（2）種々のリソソーム酵素活性値はPCおよびNPCの
間において差を示す・
　（3）　リソソーム酵素のひとつであるACP活性について
は，PC，　NPCの両者のACPの基質特異性に差がみら
れた．
　（4）肝ACPのアイソザイムパターンを分離したPCお
よびNPCについて検討したところ，陰極側のA，　Bバン
ドはPC由来であり，陽極側のCバンドはNPC由来で
あることが確認された．
　稿を終えるにあたり，御校閲をいただきました早坂　滉
教援ならびに小野江為景教援に深く謝意を表します．
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